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摘    要 




的差异，探讨 vOka 株 ORF62 突变在其减毒机制中的可能作用。 
方  法： 
1、应用分子克隆技术克隆构建长春百克生物科技股份公司 vOka-BK 株、上
海生物制品研究所 vOka-SH 株、葛兰素-史克公司 vOka-GSK 株（对照）及其父系
pOka 株 ORF62 启动子的启动子-报告子质粒，以及 ORF62 编码区的表达质粒。 
2、应用基因测序技术测定三株 vOka 与其父系株 pOka 的 ORF62 启动子区
和编码区序列并分析其差异。 
3、应用转录因子结合基序（motif）扫描软件 TFSEARCH 分析三株 vOka 与
其父系株 pOka 的 ORF62 启动子区转录因子结合基序并比较其差异。 
4、应用基因转染瞬时表达技术分析三株 vOka 与其父系株 pOka ORF62 启动
子的启动活力以及 ORF62 编码蛋白 IE62 对即刻早期（IE）基因 ORF4、早期（E）
基因 ORF28 和晚期（L）基因 ORF67 启动子反式激活力的差异。 
结  果： 
1、与父系株 pOka 比较，三株 vOka 的 ORF62 启动子区 110,050 位点存在一
致性 T 缺失突变。 
2、三株 vOka ORF62 启动子区 110,050 位点 T 缺失突变未导致启动子区转
录因子结合基序改变。 
3、在 pOka 株或 vOka 株 IE62 激活下，三株 vOka ORF62 启动子的启动活
力均显著低于其父系株 pOka。 
4、三株 vOka ORF62编码区存在一致性 106,262位点T→C置换突变、107,136
位点 T→C 置换突变、107,252 位点 T→C 置换突变，这些碱基置换突变各新增一















5、除 vOka-SH株 IE62 在 CV-1 细胞中对即刻早期基因 ORF4 启动子的反式
激活力显著低于 pOka 株外，三株 vOka IE62 在 CV-1 和 MeWo 细胞中对即刻早
期基因 ORF4、早期基因 ORF28 和晚期基因 ORF67 启动子的反式激活力均显著
高于 pOka 株。 
结  论： 
1、三株 vOka ORF62 启动子区 110,050 位点存在的 T 缺失突变可能是其启
动子启动活力降低以及 IE62 反式激活力改变的原因之一。 
2、三株 vOka ORF62 启动子区 110,050 位点 T 缺失突变区转录因子 Sp1 结
合基序并非水痘减毒活疫苗减毒的必需因素。 
3、vOka 株和 pOka 株 ORF62 编码 IE62 均可弱激活其自身启动子。 




















To investigate the mutations in immediate early (IE) gene ORF62 of varicella 
vaccine Oka (vOka) strains and its possible role(s) in attenuation mechanism by 
comparing differences of sequences, transcription factor binding motif and promoting 
activities of ORF62-promoter, as well as sequences of ORF62-coding region and 
transactivities of ORF62-coded immediate early protein (IE62) between vOka strains 
manufactured in China and their parent Oka (pOka) strain. 
Methods: 
1. ORF62 promoter-reporter plasmids and ORF62-expressing plasmids of pOka 
and three vOka strains (vOka-BK from Changchun BCHT Biotechnology Co., vOka-SH 
from Shanghai Institute of Biological Product, and vOka-GSK from GlaxoSmithKline 
Co. as control) were constructed with molecular cloning technique, respectively. 
2. The ORF62’s promoter region and coding region of three vOka strains and 
pOka strain were then sequenced and compared with each other.  
3. The transcription factor binding motif in ORF62 promoter of three vOka 
strains and pOka strain were scanned with TFSEARCH software and compared with 
each other. 
4. ORF62-promoter’s activities and ORF62-encoded IE62 transactivities upon 
promoters for immediate early gene ORF4, early gene ORF28 and late gene ORF67 
of three vOka strains and pOka strains were assayed with transient transfection 
technique and compared with each other. 
Results: 
1. Compared with pOka strain, three vOka strains had a consistent T deletion 
mutation at site 110,050 in ORF62 promoter. 
2. The consistent T deletion mutation of three vOka strains did not result in any 
change of transcription factor binding motif. 
3. Promoter activities of ORF62 from three vOka strains were significantly lower 
than those of pOka strain when activated by either pOka IE62 or vOka IE62. 
4. Compared with pOka strain, three consistent substitution mutation (T→C at 















region of three vOka strains, which generated a new cut site for enzyme Sma I, Nae I 
and BssH II, respectively. 
5. The transactivities of three vOka strains’ IE62 upon ORF4, ORF28 and 
ORF67 promoters were significantly higher than those of pOka both in CV-1 and 
MeWo cells, except that vOka-SH IE62 showed significantly lower transactivities upon 
ORF4 promoter than those of pOka strain in CV-1 cells.  
Conclusions: 
1. The consistent T deletion mutation at site 110,050 in ORF62 promoter of three 
vOka strains might be responsible for promoter activity reductions and IE62 
transactivity changes. 
2. The binding motif of transcription factor Sp1 was not essential for attenuation 
of live attenuated varicella vaccine. 
3. Both pOka and vOka IE62 could weakly activate their own ORF62 promoters. 
4. It seemed that type of cells used in transient transfection assays had no big 
impact for changes of ORF62-promoter activities or IE62 transactivities between 
pOka and vOka strains. 
 































英文简称 英文全称 中文全称 
VZV Varicella-zoster virus 水痘-带状疱疹病毒 
HHV Human herpesvirus 人类疱疹病毒 
PHN Postherpetic neuralgia 带状疱疹后遗神经痛 
DMEM Dulbecco’s modified eagle’s medium 达尔伯克改良伊格尔培养基
AMP Ampicillin 氨苄青霉素 
FBS Fetal bovine serum 胎牛血清 
PBS Phosphate buffer solution 磷酸盐缓冲液 
IE Immediate early protein 即刻早期蛋白 
pOka Oka parent strain 水痘减毒活疫苗父系株 
vOka Oka vaccine strain 水痘减毒活疫苗株 
EB Ethidium bromide 溴化乙锭 
GSK Glaxo Smith Kline 葛兰素-史克公司 
BK Changchun BCHT Biotechnology Co. 长春百克生物科技股份公司
SH 







ORF Open reading frame 开放读码框架 
rpm Revolutions per minute 每分钟转速 
RLU Relative light unit 相对光强单位 
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1.1 水痘-带状疱疹病毒基因组 DNA 的特征 
水痘-带状疱疹病毒（varicella-zoster virus, VZV）亦称人类疱疹病毒 3 型






neuralgia, PHN）等并发症，严重影响患者生活质量 [ 1 ]。 
VZV 是人类疱疹病毒中 早完成全基因组测序的病毒。1986 年 Davison 和
Scott 等 [ 2 ] 采用 M13 双脱氧核苷酸技术 先完成水痘-带状疱疹病毒 Dumas 株
全基因组序列的测定，结果显示 VZV 基因组为线性双链 DNA，长 124,884bp，
由独特长片段（UL）和独特短片段（US）组成。独特长片段（UL）两端有短片
段反向重复序列 TRL 和 IRL，独特短片段（US）两端有长片段反向重复序列 T
RS 和 IRS。因此，VZV 基因组的结构模式为 5’-TRL-UL-IRL-IRS-US-TRS-3’。 
VZV 基因组 DNA 均匀分布于基因组两条链上，包含 71 个开放阅读框
（ORFs），其中 ORF42 和 ORF45 接合转录成一种蛋白产物，ORF62、ORF63
和 ORF64 分别在 TRS 和 IRS 区重复一次形成 ORF71、ORF70 和 ORF69。因此，
VZV 基因组实际包含 67 个独特基因，编码约 67 种蛋白[ 3 ]。VZV 基因组还包含
5 个富含鸟嘌呤（G）和胞嘧啶（C）的串联重复序列 R1 ~ R5。R1、R2 和 R3
分别位于 ORF11、ORF4 和 ORF22 编码区，R4 和 R5 位于非编码区。R4 区在 IRS
区 ORF62 和 ORF63 之间（分别在 TRS 区 ORF70 和 ORF71 之间重复一次）。
R5 区则位于 ORF60 和 ORF61 之间。不同毒株间 R 区的串联重复单位拷贝数有

















种于原代人胚肺细胞（HEL）分离获得水痘病毒 Oka 株，后将其做为父系株（Oka 
parent, pOka）先后在人胚肺细胞（HEL）34oC 传代 11 次、豚鼠胚胎细胞（GPEF）




性仍保持良好 [ 4, 5 ]。vOka 株预防接种的效应已得到世界卫生组织（WHO）认可，
而 pOka 株是目前唯一被 WHO 推荐用于生产水痘减毒活疫苗的毒株，世界卫生
组织还建议流行水痘相关疾病的国家应普遍接种水痘减毒活疫苗。 
1986 年日本率先开始在全国范围内推行向易感儿童接种水痘减毒活疫苗的




厂家包括日本大阪大学微生物疾病研究所（BIKEN） [ 6 ]、美国默克公司（Merck 
& Co. Inc.）[ 7 ]、英国葛兰素史克公司（Glaxo Smith Kline, GSK [ 8 ]，前身为比利
时 Smith Kline Beecham [ 9 ]）、法国赛诺菲公司（Sanofi Pasteur，前身为 Pasteur 
Merieux Connaught）[ 10 ]，以及我国的上海生物制品研究所和长春百克生物科技
股份公司（前身为长春生物制品研究所）。 
1.3 水痘减毒活疫苗的安全性和有效性 
美国儿童开始接种水痘减毒活疫苗后水痘的发病率在 1990 ~ 2001年10年间
下降 84%以上，患水痘儿童的并发症也显著减少 [ 11 ]。澳大利亚自 1999 年开始
向本国范围内的儿童接种水痘减毒活疫苗，结果显示 1 ~ 4 岁儿童水痘相关疾病
的住院病例呈逐年下降的趋势 [ 12 ]。这些资料显示接种水痘减毒活疫苗可十分有
效地降低水痘-带状疱疹病毒所致疾病的发病率和致死率。 
1995 ~ 2005 年的十年间，美国默克公司在世界范围内共销售 55,700,000 人
份 Varivax®水痘减毒活疫苗，共收到不良反应反馈报告 16,683 例，不良反应发
生率为 0.03% [ 14 ]。主要不良反应包括突破感染（breakthrough）和二次传播（s

















中均未发现水痘减毒活疫苗株中 VZV 感染的证据 [ 13 ]。二次传播是指疫苗接种
者发生由疫苗病毒引起的感染后将水痘减毒活疫苗里的病毒传播给未接种水痘
减毒活疫苗者而引起未接种者感染。共报道突破感染的案例有 5,054 例，突破感
染发生率约为 0.9/10 万，一般皮疹数大于 50 个的患者属于病情较严重，突破感
染病例中约百分之一的患者属于病情较严重。通过 VZV 识别程序（Varicella-Zo









产水痘减毒活疫苗 6 周后血清抗体总阳转率达 98.3%，不良反应轻微，表明国产
水痘减毒活疫苗预防接种水痘的免疫效果良好、不良反应轻微、接种疫苗无传染
性 [ 15, 16 ]。近年来，以 pOka 株水痘制备的带状疱疹疫苗（zoster vaccine）预防接
种老年人成功降低了老年人带状疱疹和带状疱疹后遗神经痛的发生率，显示了广


































即刻早期蛋白62（immediate early 62, IE62），IE62蛋白是病毒皮层的主要成分，
共含1,310个氨基酸，具有高度的免疫原性，是VZV基因转录、翻译过程中 先
合成的蛋白。IE62蛋白也是VZV主要的反式激活子（transactivator），能激活VZV
所有基因启动子并指导其后续的转录过程 [ 19 ]，如其功能受抑制或细胞定位改变
均可能导致病毒的减毒 [ 20 ]。IE62蛋白还是病毒在细胞-细胞间传播的必需成分，
因此在病毒的裂解性复制过程中发挥关键作用 [ 19 ]。IE62在病毒感染早期位于细
胞核，随后被ORF66编码蛋白激酶磷酸化转移到细胞质并被包装于子代病毒颗粒
中，因此IE62功能受抑制或功能改变均可影响其在细胞中的定位，并 终导致病








































株在减毒过程中糖蛋白基因变化甚微，其抗原性相对稳定 [ 22 ]。 
ORF0位于VZV基因组UL区左边起始点位置，参与病毒的分裂和包装。
Kemble等 [ 23 ] 研究发现，vOka株ORF0有一个终止密码子置换突变引起的氨基酸
替换，vOka株ORF0编码蛋白比pOka株多一个C端延长序列。Zhang等 [ 24 ] 应用细
菌人工染色体（Bacterial artificial chromosome, BAC）技术研究发现，缺乏ORF0





型上复制。Peters等 [ 26 ] 完成了Ellen株基因组测序并与其它毒株进行比较后意外
发现，Ellen株大部分ORF缺乏多态性，其ORF0存在与vOka株相同的终止密码子
突变，突变的ORF0编码蛋白在共聚焦显微镜二维和三维图像中也得以显现。理
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